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การใชด้เีอน็เอบารโ์คด้เพือ่จ าแนกเชื้อรา Trichoderma asperellum  
T. harzianum และ T. viride  

DNA Barcoding for Trichoderma asperellum, T. harzianum  
and T. viride Identification 

 
ชนนิทร ดวงสอาด1/  พรพมิล อธปิญัญาคม2/   สุณรีตัน ์สีมะเดื่อ1/ 

อมรรชัฏ ์คิดใจเดียว1/   มะโนรตัน ์สุดสงวน1/  สทุธิณ ีลขิติตระกลูรุ่ง3/ 
1/กลุม่วจิยัโรคพชื   ส านักวจิยัพฒันาการอารักขาพชื 

2/ผูเ้ชีย่วชาญ   ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพชื 
3/กลุม่พฒันาการตรวจสอบพชืและปจัจยัการผลติ   ส านักวจิยัและพฒันาการเกษตรเขตที ่1 

 
รายงานความกา้วหนา้ 

 

รวบรวมข้อมูลและตัวอย่างของเชื้อรา Trichoderma ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – เดือนกันยายน 2560 
ได้ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์สารชีวภัณฑ์ 2 ตัวอย่าง และตัวอย่างของรา Trichoderma spp. จ านวน  
3 ไอโซเลท รวมเป็น 5 ไอโซเลท ท าสกัดและเพ่ิมปริมาณของ DNA เป้าหมาย ต าแหน่ง LSU TEF1 
และ ITS ของรา Trichoderma จ านวน 3 ไอโซเลท เมื่อท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เบื้องต้น
พบว่าทั้งสามไอโซเลทจัดอยู่ในกลุ่มของ T. asperellum s.l. 

 

ค าหลัก :  Trichoderma asperellum  T. harzianum  T. viride barcoding 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง 03-30-60-01-03-00-09-60 
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ค าน า 
 

เชื้อราหลายสปีชีย์ใน genus Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) มีความส าคัญ
ทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะทางด้านการเกษตรที่มีการใช้เชื้อรา ใน genus Trichoderma เป็นสารชีว
ภัณฑ์ (biocontrol agent) (de los Santos-Villalobos et al., 2013; Kindermann et al., 1998; 
Mbarga et al., 2012) อันเนื่องมาจากคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยเชื้อรา 
Trichoderma เป็นเชื้อราที่มีอัตราการเจริญอย่างรวดเร็วเมื่อเทียบกับ   เชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด 
จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการแย่งใช้สารอาหารและพ้ืนที่ในการเจริญ รวมถึงยังสามารถใช้สารอาหาร 
และเจริญในเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (mycoparasite) นอกจากนี้ เชื้อรา Trichoderma ยังสร้าง
สารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด และสารที่ เชื้อรา 
Trichoderma สร้างข้ึนยังส่งผลดีต่อพืช โดยช่วยในการเจริญเติบโต (plant growth) รวมถึงกระตุ้นให้
พืชมีความแข็งแรงต่อการเข้าท าลายของ เชื้อราสาเหตุโรคพืช (plant defence responses) ดังนั้น 
เชื้อรา Trichoderma จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ถูกน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืช โดยไม่ก่อให้เกิด
ผลเสียแก่พืช เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และช่วยลดการใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัดโรคพืช  
 Trichoderma asperellum T. harzianum และ T. viride เป็นเชื้อราที่เป็นที่รู้จักใน genus 
Trichoderma และมีการน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชโดยชวีวธิีอย่างแพร่หลาย ซึ่งมีการส่งเสริมให้ใช้ในการ
ป้องกันก าจัดโรคพืชโดยทั้งทางภาครัฐและเอกชน รวมถึงมีการผลิตเชื้อราT. asperellum T. harzianum 
และ T. viride ในเชิงการค้า การตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum 
และ T. viride จึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง หากมีการใช้ชนิดของเชื้อรา Trichoderma ไม่ถูกต้องหรือไม่
เป็นไปตามวัตถุประสงค์ เช่น เกิดการปนเปื้อน หรือการผสมกันของเชื้อราปฏิปักษ์มากกว่า 1 ชนิด จะส่งผล
กระทบต่อผลประสิทธิภาพและความยั่งยืนของการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช (Druzhinina et al., 2010) ใน
ปัจจุบันมีหลายบริษัทมาขอขึ้นทะเบียนชีวภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์ของ เชื้อรา T. asperellum T. harzianum 
และ T. viride แต่เนื่องจากลักษณะความแตกต่างทางสัณฐานวิทยาเชื้อราใน genus Trichoderma นั้นมี
ความแตกต่างเพียงเล็กน้อย จึงท าให้ยากต่อการจ าแนกในระดับสปีชีย์ 

ในการจัดจ าแนกเชื้อรา Trichoderma สามารถท าได้โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Rifai, 1969; 
Bissett, 1984; Bissett, 1991a-c; Bissett, 1992) เช่น รูปร่างลักษณะและขนาดของ conidia  
สี ลักษณะผิว conidia (ornamentation) ลักษณะการแตกกิ่งก้าน การฟอร์มเส้นใยแบบ sterile 
หรือ fertile ความยาวที่ยื่นออกมาจากก้านชูสปอร์ แต่ทั้งนี้ ลักษณะความแตกต่างที่มีการรายงานหรือ
บันทึกไว้ดังกล่าวสามารถใช้แยกความแตกต่างของได้อย่างชัดเจนส าหรับบางสปีชีส์ แต่ไม่สามารถแยก
ความแตกต่างได้ หรือมีความคลุมเครือระหว่าง strain ของบางสปีชีส์ (Singh et al., 2014) เช่น ใน
เชื้อรา T. harzianum ซึ่งมีหลายการศึกษาพบว่า เชื้อราที่ถูกจัดจ าแนกว่าเป็นT. harzianum  
มีมากกว่า 1 ชนิด ซึ่ง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมถึงลักษณะของ cultures นั้นมีความแตกต่าง แต่
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เป็นความแตกต่างที่คลุมเครือ และไม่เพียงพอหรือสามารถจัดจ าแนก (Muthumeenakshi et al., 
1994; Fujimori and Okuda, 1994; Zimand et al., 1994) 

ปัจจุบันมีศึกษาการจัดจ าแนกและวิวัฒนาการของเชื้อรา Trichoderma โดยใช้ลักษณะทางด้าน
พันธุกรรม (DNA) กันมากขึ้น โดยส่วนใหญ่ ใช้ต าแหน่ง internal transcribed spacer (ITS) (Dodd et 
al., 2000; Kindermann et al., 1998) แต่พบว่าการจ าแนกด้วย ITS เพียงหนึ่งต าแหน่งไม่สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างรา Trichoderma บางสปีชีส์ได้ เนื่องจากเชื้อรา Trichoderma เหล่านั้นมี
วิวัฒนาการที่ใกล้เคียงกัน มักจะมีความคล้ายคลึงหรือมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกล้เคียงกันมาก เช่น 
มีรายงานว่า T. asperellum เป็น complex species (มีมากกว่า 1 สปีชีส์ภายใต้ชื่อT. asperellum) และ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น ลักษณะของ conidia ไม่สามารถใช้อ้างอิง หรือเปรียบเทียบเพ่ือจ าแนก
ชนิดได้ แต่เมื่อใช้ลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) จ านวน 4 ต าแหน่ง ได้แก่ the Internal Transcribed 
Spacer (ITS) translation elongation factor 1 (tef1) RNA polymerase subunit 2 (rpb2) and actin 
(ACT) ในการจัดจ าแนก (Samuels and Ismaiel, 2009) พบว่า เชื้อราชนิดนี้ประกอบไปด้วย  
T. asperellum และ T. asperelloides ซึ่งได้รับการบันทึกเป็นอีกสปีชีส์ของเชื้อรา Trichoderma 
(Samuels et al., 2010) นอกจากนี้ยังพบว่า ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของทั้งสอง สปีชีส์นี้ มีความ
ใกล้เคียงอย่างมากกับเชื้อรา T. yunnanense โดยสามารถแยกความแตกต่างได้โดยเปรียบเทียบข้อมูลของ
ดีเอ็นเอเท่านั้น (Samuels et al., 2010) ส าหรับเชื้อรา T. harzianum นั้น Chaverri et al. (2003) ท า
การเปรียบเทียบลักษณะทางด้านพันธุกรรมจาก 4 ต าแหน่ง ได้แก่ ITS tef1 calmodulin และ actin 

เชื้อรา Trichoderma ที่พบในประเทศอินเดียจ านวนหลายไอโซเลทที่จัดจ าแนกด้วยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาว่าเป็น T. viride แต่เมื่อใช้ข้อมูลของดีเอ็นเอจากต าแหน่ง ITS และ elongation factor 
พบว่าเชื้อราเหล่านี้คือเชื้อรา T. asperellum หรือ T. asperelloides (Siram et al., 2013) จากการศึกษา
ลักษณะของ conidia ของ เชื้อรา T. harzianum พบว่ามีความใกล้เคียงกับ conidia ของเชื้อรา T. viride 
โดยมีความแตกต่างเพียงเล็กน้อยของลักษณะ ความหนาแน่น และเฉดสีของ conidia อีกทั้ง เชื้อรา  
T. viride ยังมีความใกล้เคียงกับ T. asperellum ดังนั้น ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไม่สามารถใช้อ้างอิง
เพ่ือจัดจ าแนกอย่างชัดเจนได้ (Singh et al., 2014)  

ในปัจจุบันการจัดจ าแนกชนิดของเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถบ่งชี้ชนิดของเชื้อ
ราได้ในระดับ genus แต่ในการจัดจ าแนกในระดับสปีชีส์ต้องมีการพิจารณาลักษณะทางด้านพันธุกรรม 
(DNA) มาร่วมวิเคราะห์ เพ่ือบ่งชี้ความแตกต่างและการจัดจ าแนกที่ถูกต้อง กลุ่มวิจัยโรคพืชเป็นหน่วยงาน
ที่รับผิดชอบในการตรวจสอบความถูกต้องของสายพันธุ์ที่ขอขึ้นทะเบียน ดังนั้นการศึกษาการจัดจ าแนกเชื้อ
รา T. asperellum  T. harzianum และ T. viride โดยใช้ลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA) จึงมี
ความส าคัญ โดยข้อมูลและผลที่ได้จากการวิจัยจะได้มาซึ่ งวิธีการในการตรวจสอบชนิด เชื้อรา  
T. asperellum T. harzianum และ T. viride ในการขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์กับกรมวิชาการเกษตร ที่มี
ความแม่นย า และถูกต้อง ทั้งนี้การตรวจสอบเพ่ือยืนยันความถูกต้องของชนิดของเชื้อรา Trichoderma จะ
ก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อผู้ใช้สารชีวภัณฑ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อเกษตรกร รวมถึงประสิทธิภาพและ
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ความยั่งยืนในการใช้เชื้อรา Trichoderma ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช อีกทั้งข้อมูลของลักษณะ
ทางด้านพันธุกรรม (DNA) ที่ได้จากการศึกษา สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลเพ่ือใช้เปรียบเทียบหรือศึกษา
ความหลากหลายและการวิวัฒนาการของ เชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride  

ดังนั้นการทดลองนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือจ าแนกชนิดของเชื้อรา Trichoderma ที่ถูกต้อง และ
เพ่ือให้ได้เชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride มาตรฐาน เพ่ือน าไปประยุกต์ในการ
ตรวจสอบเชื้อราดังกล่าวในสารชีวภัณฑ์ที่น ามาข้ึนทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตร  
 

วธิดี าเนินการ 
อุปกรณ ์

- อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (centrifuge) เครื่อง 
Polymerase chain reaction (PCR machine) เครื่องเขย่า (vortex) เครื่อง tissue lyser gel tank 
เครื่องก าเนิดกระแสไฟ gel plate comb เครื่องถ่ายภาพเจล microwave micropipette ขนาด 10, 
100, 200, และ 1,000 ไมโครลิตร กล้องจุลทรรศน์แบบ compound กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo 
พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ water bath และ heat block 

- วัสดุในห้องปฏิบัติการ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนาด 10, 100, 200, และ 1,000 
ไมโครลิตร PCR tube ใบมีดผ่าตัด เข็มเขี่ยปลายแหลม ปากคีบ 

- อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
- สารเคมี ได้แก่ เอนไซม์ส าหรับท าปฏิกิริยา Taq DNA Polymerase Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase Proteinase K enzyme Lithium Borate buffer (LB) ชุดส าหรับการ
สกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ Microbial DNA Isolation Kit Power Plant Isolation Kit ชุดส าหรับการสกัด
เจล ชุดส าหรับท าความสะอาดดีเอ็นเอ Stain G loading dye agarose gel (PCR grade) PCR 
water DNA ladder อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น potato dextrose agar (PDA) และ ไพร์เมอร์ ได้แก่ 

 T. asperellum  
 - the Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990)  

- the translation elongation factor 1-(EF1-) EF1-728F (Carbone and 
Kohn, 1999) / TEF1_R (Samuels et al., 2002)  

 - calmodulin (CAL) CAL-228F/CAL-737R (Carbone and Kohn, 1999)  
 - the Actin (ACT) Triact1/Triact2 (Samuels et al., 2006)  
 - the RNA polymerase subunit 2 (rpb2) fRPB2-5F/fRPB2-7cR (Liu et al., 1999)  

 - the Large Subunit (LSU) LROR/LR6 (Vilgalys and Hester, 1990) 
T. harzianum  

 - Internal Transcribed Spacer (ITS1) ITS1/ITS4 (White et al., 1990) 
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 - translation elongation factor 1-(EF1-) EF1-728F/EF1-986R (Carbone and 
Kohn, 1999)  

 - calmodulin CAL-228F/CAL-737R (Carbone and Kohn, 1999)  
 -  -actin ACT-512F/ACT-783R (Carbone and Kohn, 1999)  

 - the Large Subunit 28S (LSU) LROR/LR6 (Vilgalys and Hester, 1990)  
    - โปรแกรมส าหรับ Sequence assemble เช่น Geneious, Sequencher หรือ Bioedit  

 T. viride  
 - the Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990)  
 - the translation elongation factor 1-(EF1-) EF1-728F (Carbone and 
Kohn, 1999) / TEF1_R (Samuels et al., 2002)  
 - calmodulin (CAL) CAL-228F/CAL-737R (Carbone and Kohn, 1999)  
 - the Actin (ACT) Triact1/Triact2 (Samuels et al., 2006)  
            - the RNA polymerase subunit 2 (rpb2) fRPB2-5F/fRPB2-7cR (Liu et al., 1999)  

   - the Large Subunit (LSU) LROR/LR6 (Vilgalys and Hester, 1990) 
วธิกีาร 

1.  รวบรวมข้อมูลของเชื้อรา Trichoderma asperellum T. harzianum และ T. viride 
รวบรวมข้อมูลสถานะของอนุกรมวิธานของรา Trichoderma ให้เป็นปัจจุบัน ได้แก่ ชื่อ

วิทยาศาสตร์ ชื่อพ้อง การจัดจ าแนกชนิดของ Trichoderma โดยใช้ข้อมูลทางด้านชีวโมเลกุล  
2.  เกบ็และรวบรวมตวัอย่างเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
ตัวอย่างเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ที่น ามาใช้ในการวิจัย น ามาจาก 

culture collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ 
จากสารชีวภัณฑ์ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ที่มีขายในท้องตลาดในปัจจุบัน 
รวมถึงไอโซเลทที่มีการส่งเสริมโดยหน่วยงานของภาครัฐ โดยตัวอย่างของเชื้อรา T. asperellum  
T. harzianum และ T. viride ทั้งหมดจากการเก็บตัวอย่าง จะน ามาแยกเพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ เพ่ือใช้ในการ
สกัด DNA ต่อไป เชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride ที่ใช้ในการศึกษาจะจัดเก็บใน culture 
collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ ส าหรับ
เป็นข้อมูลหรือตัวอย่างอ้างอิงต่อไป   

3.  ศึกษา และจ าแนกชนดิของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride โดยใช้
ลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

แยกรา และเกบ็เชือ้บรสิทุธิ์ 
แยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร  PDA Slant ในหลอดแก้ว 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาตอ่ไป 
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ศึกษาลกัษณะของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
น าราที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร PDA และบันทึกลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ อัตราการเจริญของราบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างจานอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งการสร้างเม็ดสี (pigment) 
ศึกษา และบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราได้แก่ รูปร่าง ขนาด สี  ของเส้นใย conidia 
conidiophore และโครงสร้างอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo microscope และ compound 
microscope และถ่ายภาพ จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของขนาดโครงสร้างต่างๆของราที่วัดขนาดไว้ 

จ าแนกชนิดเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride 
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Trichoderma ที่ศึกษากับคู่มือของ Rifai (1969) Bissett 

(1984) Bissett (1991a-c) และ Bissett (1992) 
4.  จ าแนกชนิดของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ T. viride โดยใช้ข้อมูล

พันธุกรรม 
 สกดัดเีอน็เอ 
 ตักหรือเขี่ยเส้นใยรวมถึง conidia ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ  

T. viride ที่เลี้ยงบนอาหาร PDA ประมาณ 0.2-0.5 กรัม ลงในหลอดส าหรับการสกัด ท าการสกัดตาม
วิธีของ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส 
เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

 เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเปา้หมาย 
 น าดี เอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของ  

T. asperellum ต าแหน่ง ITS TEF1-α Calmodulin Actin rpb2 และ LSU ก าหนดใช้ค่า annealing 
temperature ของแต่ละต าแหน่งที่ 62 54 56 58 58 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ T. harzianum 

ต าแหน่ง ITS TEF1- α Calmodulin Actin และ LSU ก าหนดใช้ค่า annealing temperature ของแต่ละ

ต าแหน่งที่ 62 54 56 58 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ T. viride คือ ITS TEF1- α Calmodulin 
Actin rpb2 และ LSU ก าหนดใช้ค่า annealing temperature ของแต่ละต าแหน่งที่ 62 54 56 58 58 และ 
60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase 
ใช้ cycling และ condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า 

 การตรวจสอบปฏิกริยิา PCR 
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่

ต้องการ ด้วยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye 
และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั้นหยอดลงใน agarose 
gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB 
buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
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การวเิคราะห ์และตรวจสอบล าดับนวิคลโีอไทด ์ 
    น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence 
และ reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบไฟล์ fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูล
ทางพันธุกรรม เช่น Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence  
- การบนัทกึข้อมลู 

 1. บันทึกข้อมูล เก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อราและเก็บรักษาดีเอ็นเอต้นแบบ 
ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcode) จะถูกเก็บบันทึก และใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับ 

การตรวจสอบสารชีวภัณฑ์ที่น ามาขึ้นทะเบียนกับกรมวิชาการเกษตร รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูล
ประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ  
–40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

2. วิเคราะห์ผล สรุปและเขียนรายงานความก้าวหน้า 
 

เวลาและสถานที ่
เริ่มต้น  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2560 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวจิารณผ์ลการทดลอง 

 

การรวบรวมข้อมูลทางพันธุกรรมของรา T. asperellum complex เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์
เปรียบเทียบเปรียบเทียบข้อมูลการจ าแนกด้วยข้อมูลพันธุกรรม ได้ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์สารชีวภัณฑ์  
2 ตัวอย่าง และตัวอย่างของรา Trichoderma spp. จ านวน 3 ไอโซเลท รวมเป็น 5 ไอโซเลท ท าสกัดและ
เพ่ิมปริมาณของ DNA เป้าหมาย ต าแหน่ง LSU TEF1 และ ITS ของรา Trichoderma จ านวน 3 ไอโซเลท 
เมื่อท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เบื้องต้นพบว่าทั้ งสามไอโซเลทจัดอยู่ ในกลุ่มของ เชื้อรา  
T. asperellum s.l. 
Consensus sequence 
Trichoderma asperellum senso lato  
Isolate_M0008_ITS 
GGGGGTTTCGTGTTAGTCTCCCCACCCATGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGT
GCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGT
ATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATC
GGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCC
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TGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAA
TGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAACCTTGTAAT
TTTTTTTATTTCCTAAAGGGGGAGAAAGAA 

Isolate_M0009_ITS 
GCGTTCGAGCTTCTCTCCCAACCCATGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCG
TCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATT
TCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGG
CGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTG
CGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAACCGTTTAAATT
TTTTCTTCTCCAAAAGGGGGAGAGGGAAT 

Isolate_M0009_ITS 
TGGCCTTCGTGTTCCTCCCAACCCATGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCG
TCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATT
TCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGG
CGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTG
CGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAATTCTGGTTAATTTT
TTTTTTTCCTAAAAGGAAGAGAAGAGA 
 

สรปุผลการทดลองและค าแนะน า 
 

รวบรวมข้อมูลและตัวอย่างของเชื้อรา Trichoderma ระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – เดือน
กันยายน 2560 ได้ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์สารชีวภัณฑ์ 2 ตัวอย่าง และตัวอย่างของรา Trichoderma spp. 
จ านวน 3 ไอโซเลท รวมเป็น 5 ไอโซเลท ท าสกัดและเพ่ิมปริมาณของ DNA เป้าหมาย ต าแหน่ง LSU TEF1 
และ ITS ของรา Trichoderma จ านวน 3 ไอโซเลท เมื่อท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เบื้องต้นพบว่า
ทั้งสามไอโซเลทจัดอยู่ในกลุ่มของ T. asperellum s.l. แต่จากข้อมูลดังกล่าวพบว่าควรเพ่ิมต าแหน่งของยีน 
เพ่ือการจัดจ าแนกที่ชัดเจน รวมถึงตัวอย่างอ่ืนๆ ที่ท าการเก็บตัวอย่างต่อไป 

เมื่อสิ้นสุดงานวิจัย ข้อมูลที่ได้จากการทดลอง จะใช้เป็นฐานข้อมูล และองค์ความรู้เพ่ือใช้ในการ
ต่อยอดงานวิจัยวิจัย โดยข้อมูลและผลท่ีได้จากการวิจัย จะท าให้ได้วิธีการจัดจ าแนก และชนิดที่ถูกต้อง 
รวมทั้งข้อมูลลักษณะทางด้านพันธุกรรม (DNA Barcode) ของเชื้อรา T. asperellum T. harzianum และ 
T. viride เพ่ือใช้เปรียบเทียบความเหมือนหรือแตกต่างของเชื้อรา เมื่อมีการขอขึ้นทะเบียนสารชีวภัณฑ์กับ
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กรมวิชาการเกษตร โดยการตรวจสอบเพ่ือยืนยันความถูกต้องของชนิด ซึ่งจะก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อ
ผู้ใช้สารชีวภัณฑ์เชื้อรา Trichoderma โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อเกษตรกร อีกทั้งข้อมูลลักษณะทางด้าน
พันธุกรรม (DNA) ที่ได้จากการศึกษา สามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานทางด้านพันธุศาสตร์ เพ่ือศึกษาความ
หลากหลาย และวิวัฒนาการของเชื้อรา Trichoderma ในประเทศไทย และข้อมูลเหล่านี้จะเป็นประโยชน์
ทางการศึกษาในหน่วยงานราชการ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ สถาบันการศึกษา 
และหน่วยงานเอกชน 

 
ค าขอบคณุ 

 

 ขอขอบคุณพ่ีๆ และน้องๆ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความร่วมมือและความ
ช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง การด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูล รวมถึงก าลังใจที่มีให้กัน
เสมอมา 
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